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Resumo
O câncer  de mama é uma das principais doenças neoplásicas que afetam a população
feminina  do  Brasil  e  do  mundo,  estabelecendo  uma  crescente  demanda  para  o
desenvolvimento  de  novas  abordagens  para  o  diagnóstico  precoce.  Os  mecanismos
epigenéticos envolvidos na carcinogênese, como as modificações de histonas e a metilação
de DNA aberrante, resultam na expressão alterada de miRNAs, os quais se demonstram
promissores  e  úteis  como  biomarcadores  não  invasivos  para  o  diagnóstico  precoce  e
manejo da doença, sendo detectáveis em amostras de soro e/ou plasma. A presente revisão
bibliográfica  exploratória  descreve  as  alterações  epigenéticas  envolvidas  no
desenvolvimento da neoplasia mamária,  bem como os biomarcadores epigenéticos mais
promissores para o seu diagnóstico precoce,  com ênfase nos biomarcadores de miRNA
circulante.
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Breast  cancer  epigenetics:  epigenetic  mechanisms involved in carcinogenesis and
early detection biomarkers, a literature review. 
Ana Luiza Peixoto Schumann 1
Paulo Roberto Martins Queiroz  2
Abstract
Breast cancer is one of the main neoplastic diseases that affect the female population in
Brazil and the world, establishing a growing demand for the development of new approaches
for early diagnosis. The epigenetic mechanisms involved in carcinogenesis, such as histone
modifications and aberrant DNA methylation, result in altered miRNA expression, which are
promising and useful as non-invasive biomarkers for the early diagnosis and management of
the  disease,  being  detectable  in  samples  of  serum  and  /  or  plasma.  This  exploratory
bibliographic review describes the epigenetic changes involved in the development of breast
cancer, as well as the most promising epigenetic biomarkers for its early diagnosis, with an
emphasis on circulating miRNA biomarkers.
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A epigenética pode ser definida como o conjunto de fatores que afetam a expressão
gênica e o desenvolvimento de fenótipos celulares que não são resultantes da alteração da
sequência do Ácido Desoxirribonucleico (DNA). Os determinantes epigenéticos do fenótipo
melhor compreendidos incluem a metilação de DNA em resíduos de citosina,  adição de
grupamentos acetil  e metil  nas proteínas histonas e a expressão do Ácido Ribonucleico
(RNA) não codificante (WERNER; KELLY; ISSA, 2017).
O estado epigenético intracelular é rigidamente controlado para manter um estado de
diferenciação adequado. No câncer, essa refinada programação genômica é interrompida,
levando à divisão celular descontrolada, defeitos de diferenciação e resistência à apoptose
(KELLY; ISSA, 2016).
Tendo em vista  as  progressivas  taxas de incidência  e mortalidade do câncer  no
cenário  mundial,  estabelece-se  uma  crescente  demanda  do  desenvolvimento  de
biomarcadores  apurados  para  aperfeiçoar  o  diagnóstico  e  o  manejo  das  neoplasias
(COSTA-PINHEIRO et al., 2015). Dentre as principais neoplasias que afetam a população
feminina no Brasil e no mundo, está o câncer de mama, que apresenta altos índices de
incidência e mortalidade (BRAY et al., 2018).
Só no Brasil, em 2020, o Instituto Nacional de Câncer (INCA) estima que haverão
66.280 novos casos de câncer de mama, sendo que em 2017 foram estimados cerca de
16.724 óbitos decorrentes da doença (INCA, 2020).
De forma geral, a detecção precoce das doenças malignas implica diretamente em
maiores chances de sucesso terapêutico além da utilização de uma ampla variedade de
intervenções terapêuticas (DUMITRESCU, 2018). 
Desde a descoberta das alterações epigenéticas envolvidas na carcinogênese, suas
causas  tornaram-se  um  foco  importante  na  pesquisa  oncológica  nos  últimos  40  anos.
Demonstrou-se  que  as  alterações  do  epigenoma  impactam  as  etapas  de  formação,
progressão e tratamento do tumor, sendo os principais alvos para detecção, diagnóstico,
classificação e intervenção terapêutica das malignidades (WERNER; KELLY; ISSA, 2017).
As alterações epigenéticas  vêm sendo propostas como possíveis  biomarcadores,
uma vez que,  padrões específicos podem ser detectados em inúmeros fluidos corporais
facilmente obtidos, incluindo amostras de plasma e/ou soro, aspirados de fluido mamilar,
fluido vaginal e urina, importantes para o uso clínico de biomarcadores de metilação de DNA
(WERNER; KELLY; ISSA, 2017; DUMITRESCU, 2018).
Além  disso,  essas  alterações  são  biomarcadores  inovadores  devido  à  sua
estabilidade, frequência, reversibilidade e acessibilidade nos fluídos corporais, implicando
grande  potencial  de  desenvolvimento  de  ensaios  clínicos  para  aprimorar  o  manejo  dos
pacientes (COSTA-PINHEIRO et al., 2015).
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Atualmente,  o  diagnóstico do  câncer  de  mama  é  baseado  principalmente  na
mamografia,  que inegavelmente  demonstra  alta  eficácia  na  redução  da  mortalidade
relacionada à doença, por meio da implantação de programas de rastreamento. Entretanto,
a técnica apresenta limitações,  tais  como resultados falsos positivos  e  falsos  negativos,
excesso de biópsias, a irradiação relacionada ao emprego da mamografia, assim como a
eficiência reduzida da técnica para pacientes que apresentem tecido mamário denso. Além
do método requerer abordagens diagnósticas complementares, tais restrições intensificam a
necessidade  de  desenvolvimento  de  abordagens  alternativas  e  não  invasivas  para  o
diagnóstico precoce do câncer de mama para auxiliar o manejo dos pacientes (ZUBOR et
al., 2019).
A  análise  de  marcadores  específicos  de  metilação  de  DNA tumoral  apresenta
inúmeras vantagens, como: (1) maior sensibilidade; (2) menor proporção de falsos positivos;
(3) estabilidade química e biológica à medida que os padrões de metilação não são afetados
pelas condições de coleta e transporte de amostras; (4) a detecção de metilação de DNA ser
positiva em amostras de pacientes oncológicos e; (5) os benefícios de projetos de ensaios,
pois os marcadores epigenéticos são mais facilmente identificados do que as alterações
genéticas  encontradas  em  genes  específicos,  com  a  possibilidade  de  adaptação  dos
ensaios às plataformas comerciais e às tecnologias de alto rendimento (WITTENBERGER et
al., 2014).
Mudanças no padrão de metilação são amplamente descritas no desenvolvimento do
câncer de mama, e inúmeros estudos focaram em mudanças detectáveis na carcinogênese
precoce  da  mama  (BAYLIN;  JONES,  2011;  LOCKE;  CLARK,  2012).  Exemplos  dessas
alterações  incluem a  hipermetilação  de  promotores  de  ilhas  CpG descrita  em múltiplos
genes  supressores  tumorais  no  câncer  de  mama,  como  BRCA1, BRCA2 e  RASSF1A
(KLOTEN et al.,  2013), modificações pós-traducionais de histonas (DALVAI; BYSTRICKY,
2010), e os microRNAs (miRNAs), pequenos RNAs não codificantes que estão envolvidos
na  regulação  gênica  pós-transcricional,  descritos  como  principais  reguladores  da
carcinogênese (BOTTANI; BANFI; LOMBARDI, 2019).
Dentre  os  marcadores  de  ácidos  nucleicos  circulantes  no  sangue  periférico,  os
miRNAs estão sendo cada vez mais reconhecidos como biomarcadores promissores, dada
a facilidade com que eles podem ser isolados e sua estabilidade estrutural sob diferentes
condições de processamento, além de demonstrarem potencial para auxiliar o diagnóstico
precoce, prognóstico da neoplasia e predição da resposta ao tratamento (ZUBOR et al.,
2019).
O presente  trabalho  objetiva  descrever  as  alterações  epigenéticas  envolvidas  no
desenvolvimento  do  câncer  de  mama,  bem  como  os  biomarcadores  epigenéticos  mais
promissores  para  o  diagnóstico  precoce  da  doença,  considerando  a  necessidade  do
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desenvolvimento de novos métodos de rastreio e de diagnóstico que sejam menos invasivos
e mais sensíveis para a detecção do câncer de mama, tendo em vista as  limitações dos
métodos diagnósticos convencionais.
2. METODOLOGIA
O presente trabalho foi realizado na forma de uma revisão narrativa da bibliografia,
que segundo Cordeiro et al. (2007), pode ser classificada como uma revisão tradicional ou
exploratória da literatura, sem que haja uma delimitação de critérios explícitos e por meio da
seleção  arbitrária  dos  artigos,  não  havendo  uma  seleção  sistemática,  em  que  o  autor
seleciona os documentos conforme seu viés, de forma que não há a intenção de esgotar as
fontes de informação.
A revisão bibliográfica foi realizada com o auxílio dos bancos de dados disponíveis
no  National  Center  of  Biotechnology  Information (NCBI),  que  compreende  as  bases  de
dados da PubMed e PubMed Central.  As palavras-chave empregadas foram  “Epigenetic
biomarker” e “Breast cancer”,  “Histone modifications”  e “Breast cancer”, e, por fim,  “Blood
based  biomarker”,  “breast  cancer”  e  “early  diagnosis”,  associadas  entre  si  por  meio  da
utilização  do  operador  booleano  “and”,  compreendendo  artigos  no  idioma Inglês  e  com
período de 20 anos de publicação.
3. DESENVOLVIMENTO
3.1 Conceitos básicos de epigenética e mecanismos epigenéticos relacionados
à carcinogênese mamária
As alterações epigenéticas foram recentemente compreendidas como fatores-chave
para a gênese tumoral e o prognóstico do câncer, graças ao crescente conhecimento acerca
dos  mecanismos  envolvidos  na  expressão  gênica.  O  termo  epigenética  se  refere  às
mudanças  herdáveis  na  expressão  gênica  que  ocorrem  sem  que  hajam  alterações  na
sequência de DNA, fornecendo informações sobre os efeitos da conformação da cromatina
na regulação transcricional (KARSLI-CEPPIOGLU et al., 2014).
Dessa  forma,  o  câncer  de  mama é  induzido  pelo  acúmulo  de  regulação  gênica
alterada, a qual pode ocasionar crescimento e expansão celular anormal. Assim como as
mutações genéticas, a epigenética também é um fator importante na gênese tumoral da
neoplasia  de  mama,  devido  a  alterações  como  metilação  aberrante  de  DNA (KARSLI-
CEPPIOGLU et al., 2014).
O  nucleossomo é  a  subunidade  básica  estrutural  da  condensação  da  cromatina
(JENUWEIN; ALLIS, 2001; SINGH et al., 2018), e sua estrutura consiste na ligação de um
filamento de 147 pares de bases de DNA ao redor do octâmero de histonas, que é composto
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pelo dímero das proteínas histonas organizadas no tetrâmero das Histonas H2A, H2B, H3 e
H4 (AUDIA; CAMPBELL, 2016). Os nucleossomos conectam entre si por meio das Histonas
H1  (SZERLONG;  HANSEN,  2011),  e  a  estrutura  formada  pela  junção  estrutural  do
nucleossomo ao filamento de DNA  linker e à Histona H1,  é denominada cromatossomo
(MCGINTY; TAN, 2015).
O  nucleossomo  é  composto  por  duas  partes:  uma  altamente  estruturada,
denominada  domínio  principal,  e  as  partes  desestruturadas  N-  e  C-terminais,  que  se
estendem do domínio principal do nucleossomo (KHAN et al., 2012).
As caudas do terminal amina das histonas estão sujeitas a muitas modificações pós
traducionais,  existindo três principais modificações epigenéticas,  que são a metilação de
DNA, uma modificação covalente que se estabelece na posição 5’  dos anéis de Citosina do
dinucleotídeo CpG, as modificações de histonas, que são pós-traducionais e ocorrem na
cauda N-terminal de quatro histonas do domínio principal e o silenciamento gênico mediado
por  RNA que,  por  sua  vez,  pode  alterar  a  expressão  gênica  por  direcionar  mRNAs  à
degradação  ou  por  impedir  sua  tradução.  Estes  mecanismos  moleculares  epigenéticos
quando  desregulados  demonstram-se  potencialmente  danosos  à  célula  levando  à
tumorigênese (KARSLI-CEPPIOGLU et al., 2014). 
3.1.1 Metilação de DNA
A metilação de DNA é a adição covalente de um grupamento metil em resíduos de
Citosina  do  molde  de  DNA,  frequentemente  no  contexto  do dinucleotídeo  simétrico  CG
(CpG) (JANKOWSKA; MILLWARD; CALDWELL, 2015).
As  enzimas  DNA  Metiltransferases  (DNMT)  são  as  principais  ativadoras  do
mecanismo de metilação do DNA,  estabelecendo  a  metilação  do  DNA hemimetilado ou
catalisando  a  metilação  de  novo.  A  família  de  proteínas  DNMT  apresentam  inúmeras
representantes conhecidas nos mamíferos, entretanto, apenas três delas exercem a função
de metiltransferases catalisadoras, sendo estas a DNMT1, DNMT3A e DNMT3B (VEECK;
ESTELLER, 2010).
A família de proteínas Metil-CpG-Ligantes (MBP) media o silenciamento de genes
supressores tumorais, juntamente às DNMTs. Essas proteínas reconhecem o DNA metilado
contendo  regiões  de  ilhas  CpG  e  se  ligam  especificamente  a  essas  regiões  com  seu
domínio de ligação Metil-CpG. As MBPs estabelecem uma conexão entre a metilação de
DNA e enzimas modificadoras de histonas associadas à repressão transcricional. A família
das MBPs é composta por  cinco proteínas,  MaCP2,  MBD1,  MBD3 e MBD4,  que estão
relacionadas  à  hipermetilação  de  genes  supressores  tumorais  em  ilhas  CpG  e  seu
silenciamento (KHAN et al., 2012).
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A metilação aberrante exerce um papel importante na carcinogênese da neoplasia de
mama. A hipometilação de DNA foi  demonstrada em uma escala genômica na pesquisa
oncológica,  enquanto regiões hipermetiladas de DNA de certos genes,  especialmente as
ilhas  CpG  normalmente  não  metiladas,  são  frequentemente  reportados  (KARSLI-
CEPPIOGLU et al., 2014).
Algumas das funções fisiológicas da metilação de DNA estão compreendidas em
mecanismos associados à integridade genômica e expressão gênica, exercendo também
um papel importante na ativação transcricional (KARSLI-CEPPIOGLU et al., 2014) além do
silenciamento de elementos transponíveis, inativação de sequências virais, manutenção da
integridade cromossômica, inativação do cromossomo X e supressão transcricional de um
grande número de genes. Em células saudáveis, os padrões de metilação são transmitidos
às células filhas após a divisão celular; todavia, têm sido demonstrado que esses padrões
se alteram com o envelhecimento e em doenças (JANKOWSKA; MILLWARD; CALDWELL,
2015).
A alteração epigenética mais frequentemente descrita durante a carcinogênese é a
hipermetilação de regiões promotoras (DUMITRESCU, 2018), onde são encontradas grande
parte das regiões de ilhas CpG. Em células normais, as ilhas CpG não estão normalmente
metiladas, tornando-se hipermetiladas em células cancerígenas que reprimem a transcrição
de genes supressores tumorais. Em contraponto, essas regiões também podem se tornar
hipometiladas, levando a ativação transcricional de genes normalmente reprimidos, como
oncogenes e retrotransposons (KARSLI-CEPPIOGLU et al., 2014).
Os supressores tumorais são genes envolvidos no controle do ciclo celular, evitando
a proliferação tumoral, por meio do bloqueio da multiplicação celular desordenada que leva
ao câncer (JORDE; CAREY; BAMSHAD, 2017).
Os  genes  BRCA1 e  BRCA2 são  dois  supressores  tumorais  bem  conhecidos,
envolvidos  em muitos  processos celulares  implicados na manutenção da integridade do
genoma,  logo,  variações  patogênicas  nesses  genes  podem  afetar  importantes  funções
biológicas,  permitindo  o  acúmulo  de  alterações  genéticas  e,  consequentemente,
aumentando  a  susceptibilidade  ao  desenvolvimento  do  câncer  de  mama  (PESSÔA-
PEREIRA, et al., 2020).
O  gene  BRCA1  localiza-se  no  braço  longo  do  cromossomo  17,  na  posição  21,
codificando a proteína BRCA1, composta pelo resíduo de 1.863 aminoácidos, enquanto o
gene  BRCA2  fica  localizado  no  braço  longo  do  cromossomo  13,  na  posição  12.3,
codificando a proteína BRCA2,  de 3.418  resíduos de aminoácidos.  Tais proteínas  estão
envolvidas no processo de reparo da quebra da dupla fita de DNA, por meio da regulação do
processo  de  recombinação  homóloga,  um mecanismo  altamente  eficiente  de  reparo  do
DNA, que usa como molde para o reparo a combinação das cromátides irmãs. Dessa forma,
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esse  processo  está  ativo  durante  as  fases  S  e  G2  do  ciclo  celular,  fases  em  que  as
cromátides  irmãs  estão  disponíveis  para  a  recombinação  homóloga  (GORODETSKA;
KOZERETSKA; DUBROVSKA, 2019).
A função de supressão tumoral desses genes é exercida através do reparo de bases
de DNA que possam estar alteradas durante o processo supracitado, e as proteínas por eles
codificadas interagem com outros complexos proteicos para reparar as quebras de DNA;
entretanto,  quando  essa  interação  não  acontece,  essas  proteínas  induzem  a  apoptose
(COELHO et al., 2018).
Um número crescente de estudos têm focado em genes hipermetilados no câncer de
mama, os quais exercem papéis cruciais na regulação do ciclo celular, apoptose, invasão de
tecidos e metástase, angiogênese e sinalização hormonal.  Perfis de metilação aberrante
desses genes estão associados ao estadiamento do câncer de mama e seu prognóstico e,
por isso, têm sido propostos como biomarcadores diagnósticos (HOLM et al., 2010).
Em um estudo,  Esteller  et  al.  (2001) investigaram perfis  de hipermetilação de 12
genes supressores tumorais submetidos à inativação epigenética em tumores humanos. De
acordo com seus resultados, os genes BRCA1 e p16, ambos supressores tumorais, foram
encontrados hipermetilados em amostras de tumores da mama.
Entre  os  portadores  das  mutações  em  BRCA1 e  BRCA2,  amostras  de  tumores
mamários dos pacientes portadores da mutação em BRCA2 foram significativamente mais
metilados do que os portadores da mutação em BRCA1 (HOLM et al., 2010).
O silenciamento epigenético  do gene  RASSF1A,  supressor  tumoral  localizado no
braço curto do cromossomo 3, na posição 21.3 (HONORIO et al.,  2003), é causado por
hipermetilação  do  promotor  e  observado  em um número  considerável  de  cânceres  e  é
amplamente  investigado  no  câncer  de  mama.  Em  estudos  recentes,  a  metilação  do
promotor de RASSF1A foi encontrada em alta frequência em tumores de câncer de mama e
a sua expressão desregulada foi relatada como concordante ao seu estado de metilação
(ALVAREZ et al., 2013).
Determinou-se  associação  significativa  entre  a  hipermetilação  de  RASSF1A e  o
estado do receptor hormonal, mais especificamente que tumores positivos para o Receptor
de Estrogênio (ER) apresentam mais frequentemente metilação do gene RASSF1A do que
tumores negativos para o ER (ALVAREZ et al., 2013; KAJABOVA et al.,  2013; XU et al.,
2012).
Além  de  tumores  ER+  apresentarem  hipermetilação  extensiva  (FACKLER  et  al.,
2011),  40  loci de  ilhas  CpG  associaram-se  aos  subtipos  ER+  e,  de  acordo  com  essa
evidência,  Fang  et  al. (2011)  observaram  que  a  metilação  de  ilhas  CpG  foram  mais
prevalentes em tumores positivos para o Receptor de Progesterona (PR) e ER, e estes
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tumores  apresentaram  melhor  prognóstico  do  que  tumores  ER+  e  PR+  que  não
apresentavam metilação de ilhas CpG.
Estudos  anteriores  demonstraram que  a  hipermetilação  de promotores  de genes
supressores tumorais resultou preponderantemente no silenciamento da expressão gênica.
A hipermetilação das ilhas CpG dos promotores envolve o desenvolvimento, progressão e
metástase  de  tumores  pela  repressão  da  expressão  dos  genes  supressores  tumorais
(GUERRERO-PRESTON et al., 2014; HAN et al., 2013).
A hipometilação global de DNA é prevalente em tumores mamários, sendo que até
50% dos casos representam níveis reduzidos de 5-metilcitosina (5mC) quando comparados
a tecidos-controle normais (DAGDEMIR et al., 2013; FLANAGAN et al., 2010).
A distribuição genômica de metilação aberrante de DNA em 8 linhagens celulares de
células cancerígenas mamárias e células epiteliais mamárias humanas foram analisadas por
Ruike et al. (2010), sendo evidenciado que a hipometilação esteve distribuída em todo o
genoma,  com a ocorrência  simultânea da hipermetilação de regiões ricas em CpG. Em
adição, a hipometilação foi de três a cinco vezes mais frequente que a hipermetilação.
3.1.2 Modificações de Histonas
Subtipos distintos do câncer de mama demonstraram padrões epigenéticos únicos e,
além disso, a diversidade de subtipos da neoplasia de mama relaciona-se à desregulação
da  expressão  gênica  associada  a  modificações  de  histonas,  mecanismos  epigenéticos
responsáveis  pelas  modificações  pós-traducionais  na  extremidade  amina  da  cauda  das
histonas, que regulam a estrutura da cromatina e a expressão gênica (KARSLI-CEPPIOGLU
et al., 2014).
Essas  modificações  ocorrem  por  meio  da  acetilação,  metilação,  fosforilação,
glicosilação e ubiquitinação. Cada modificação de histonas constitui uma marca particular
que afeta a estrutura da cromatina (CORTEZ; JONES, 2008).
A cromatina pode ser encontrada em dois estados: a heterocromatina, quando está
em  grau  máximo  de  condensação  e  a  eucromatina,  que  diz  respeito  à  cromatina  não
condensada, conforme visualizado na Figura 1. Os genes na eucromatina estão ativos para
serem transcritos, enquanto os genes presentes na heterocromatina estão inativos e não
são transcritos (ZHAO; SHILATIFARD, 2019). A Figura 1 ilustra o estado ativo e inativo da
cromatina, de acordo com as modificações de histonas.
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Figura 1: Estrutura do Nucleossomo e modificações da cromatina via Acetilação de
Histonas.
Legenda: (A) Estrutura do nucleossomo e adição de grupamento Acetil na Lisina de posição 9 (K9) na
cauda de histonas. (B) Representação esquemática da inativação e ativação transcricional por meio
da  acetilação  de  histonas,  controlada  pelas  enzimas  Histona  Acetiltransferases  (HAT)  e  Histona
Desacetilases  (HDAC).  Enquanto  a  HAT exerce  a  função  de ativação  da cromatina,  mediante  a
transferência de grupamentos acetil  à cauda de histonas, a HDAC é a enzima encarregada pela
inativação  da  cromatina,  pela  remoção  do  grupamento  acetil  das  histonas,  compactando
nucleossomo. FONTE: Modificado de HUYNH; EVERTS; AMPORNARAMVETH, 2017.
3.1.2.1 Acetilação de Histonas
A acetilação é uma modificação reversível no grupamento amina ε dos resíduos de
lisina, controlada por dois grupos de enzimas: as Histonas Acetiltransferases (HATs) e as
Histonas Desacetilases (HDACs) (SHEIKH; AKHTAR, 2019; LI; SETO, 2016).
As HATs são enzimas responsáveis por catalisar a acetilação das proteínas histonas
e não-histonas,  incluindo supressores tumorais  e  oncogenes para regular  a estabilidade
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proteica, capacidade de ligação ao DNA, interação proteína-proteína, atividade enzimática
ou localização proteica (SINGH et al., 2010).
O mecanismo de acetilação da cauda das histonas neutraliza as cargas das lisinas
carregadas positivamente, evento sugerido como o responsável por romper a interação das
caudas  das  histonas  e  o  DNA  condensado  em  torno  do  nucleossomo  carregado
negativamente,  para facilitar  a descompactação da cromatina e promover  a ativação da
transcrição (ZHAO; SHILATIFARD, 2019).
A  atividade  enzimática  das  HDACs  compacta  a  conformação  da  cromatina,
diminuindo a acessibilidade dos fatores de transcrição e, dessa forma, alterando a cromatina
para um estado de transcrição inativo (SAWAN; HERCEG, 2010).
A acetilação de histonas exerce função dupla na indução da carcinogênese (LIU et
al., 2017), mediando tanto a repressão de genes supressores tumorais quanto a ativação de
proto-oncogenes (VERDONE et al., 2006; KAMIYA et al., 2016).
Em  um  estudo  incluindo  880  pacientes  de  câncer  de  mama,  quatro  perfis  de
acetilação  de  histonas  corresponderam  a  estágios  diferenciados  e  prognóstico  de
metástase. Baixa expressão de H3K9ac e H4K16ac foram evidenciados em amostras de
linfonodos acometidos (ELSHEIKH et al., 2009), além de estar associada à angiogênese e
estar presente em um estágio inicial da neoplasia (HAŁASA et al., 2019).
Resíduos  de  acetilação  de  H4K18  também  estiveram  correlacionada  à
carcinogênese mamária, por ocasionar a ativação transcricional de promotores gênicos. Já
baixos níveis de acetilação de H4K18, associaram-se a um elevado grau tumoral (MESSIER
et al., 2016).
Marcas acentuadas de acetilação em H3K4 correlacionaram-se ao comportamento
metastático no câncer de mama (HAŁASA et al., 2019), enquanto a acetilação de H3K27
tem papel importante na progressão da neoplasia mamária, promovendo a transição celular
epitelial para mesenquimal (TREVIÑO; WANG; WALKER, 2015).
3.1.2.2 Metilação de Histonas
A metilação de histonas é intimamente relacionada com a regulação transcricional,
devido  à  influência  exercida  na  estrutura  da  cromatina,  ocorrendo  na  cadeia  lateral  de
átomos de Nitrogênio de resíduos de Lisina (K) e Arginina (R), mais frequentemente nas
histonas  H3  e  H4  (HERZ;  GARRUSS;  SHILATIFARD,  2013).  Há  múltiplos  estados  de
metilação possíveis, tanto para a Lisina quanto para a Arginina, os quais podem provocar
resultados diferentes na regulação transcricional (MOHAN; HERZ; SHILATIFARD, 2012).
A  Lisina  pode  sofrer  mono,  di  ou  trimetilação  por  seis  classes  principais  de
Complexos  Histona-Lisina  Metiltransferase  (KMT1,  2,  3,  4,  5,  e  6)  (MOHAN;  HERZ;
SHILATIFARD,  2012),  e  as  marcas  de  metilação  em  resíduos  de  lisina  associadas  à
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ativação  transcricional  melhor  caracterizadas  compreendem  a  metilação  de  H3K4
(SANTOS-ROSA et al., 2002), H3K36 (WAGNER; CARPENTER, 2012) e H3K79 (NGUYEN;
ZHANG, 2011), enquanto as marcas de metilação relacionadas à repressão transcricional
ocorrem  em  H3K9  (LEHNERTZ  et  al.,  2003),  H4K20  (JØRGENSEN;  SCHOTTA;
SØRENSEN, 2013) e H3K27 (CAO et al., 2002).
Alterar o equilíbrio dessas modificações histônicas relacionadas à expressão gênica
pode contribuir para a patogênese dos cânceres (PIUNTI; SHILATIFARD, 2016; WANG et
al.,  2018),  e  numerosos  estudos  demonstraram  o  papel  significativo  da  metilação  de
histonas na progressão e metástase do câncer de mama (SU et al., 2018; CAO et al., 2019).
Spangle et al. (2016) descreveram como a via de sinalização da Fosfatidilinositol-3-
quinase (PI3K) e Serina-treonina quinase (AKT) desempenha um papel na progressão do
câncer de mama, por meio do aumento dos níveis de trimetilação da H3K4, associado à
tumores mamários, estando presente predominantemente em promotores. Os alvos de AKT
também exercem uma função na proliferação celular. A AKTI fosforila a enzima KDM5A, uma
desmetilase de H3K4, resultando em níveis acentuados de resíduos de H3K4 trimetiladas no
núcleo.
Por  fim,  H3K79me2  induz  instabilidade  genômica  e  promove  a  tumorigênese
(ANANIEVA; WILKINSON, 2018), enquanto a expressão diminuída de trimetilação de H4R3,
dimetilação de H4R3 e dimetilação H3K4 se associam com um mau prognóstico do tumor no
câncer de mama (ELSEIKH et al., 2009). 
3.1.3 miRNAs
Os miRNAs são uma categoria de RNAs pequenos não codificantes compostos por
cerca de 22 nucleotídeos e que atuam como moduladores da expressão gênica em células e
tecidos humanos, e seu potencial como biomarcadores para patologias humanas têm sido
exaltado pela possibilidade de detecção em 12 tipos de fluidos corporais (BOTTANI; BANFI;
LOMBARDI, 2019).
A expressão de miRNA foi descrita em 61 tipos de tecido distintos, e seus genes
podem  ser  localizados  em  sequências  codificantes  ou  não-codificantes  em  todos  os
cromossomos humanos e sua biogênese inclui múltiplos estágios (HA; KIM, 2014; GHORAI;
GHOSH, 2014; HAMMOND, 2015; LUDWIG et al.,  2016; BOTTANI; BANFI; CARÈ et al.,
2018; LOMBARDI, 2019).
No  núcleo,  os  miRNAs  são  transcritos  e  processados  em  um  precursor  com
conformação de “grampo de cabelo”,  denominado pré-miRNA, pelo complexo DROSHA-
DGCR8, que é translocado para o citoplasma e clivado para a obtenção da DICER, um
miRNA de  fita  dupla.  Ambas  ou  apenas  uma  das  fitas  são  selecionadas  para  serem
incorporadas no Complexo de Silenciamento Induzido por RNA (RISC) para exercer sua
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função como um miRNA maduro e,  então,  se ligar  à  região semente do RNA alvo.  Os
miRNAs estão envolvidos em uma ampla gama de funções regulatórias e processos tanto
fisiológicos,  como  desenvolvimento  celular  e  tecidual,  diferenciação,  metabolismo,
homeostase, proliferação e apoptose, quanto patológicos, estando envolvidos nas respostas
imunitárias, desenvolvimento e progressão tumoral (TÜFECKI; MEUWISSEN; GENÇ, 2014).
A Figura 2 esquematiza o processo de biogênese dos miRNAs.
Figura 2: Biogênese e processamento dos miRNAs.
Legenda: O processo de biogênese dos miRNAs é mediado por várias etapas, incluindo a transcrição
primária  de  transcritos  de  miRNA,  processamento  nuclear  pelo  complexo  DROSHA-DGC8,
exportação nucleocitoplasmática por XPO5, processamento citoplasmático pela DICER e, por sim, a
formação do RISC conjuntamente às proteínas Ago. FONTE: Modificado de MATSUYAMA; SUZUKI,
2020.
A  biogênese  e  função  dos  miRNAs  podem  ser  afetadas  por  modificações
epigenéticas, alteração da atividade de proteínas envolvidas no processo, Polimorfismos de
Nucleotídeos Únicos (SNPs) em genes de miRNA, mutações hereditárias na região semente
ou “seed” de miRNA, mutações somáticas em genes de miRNA e variações somáticas do
número de cópias dos genes de miRNA (BOTTANI; BANFI; LOMBARDI, 2019).
Inúmeros estudos descrevem perfis distintos de expressão de miRNA em uma ampla
gama de tumores humanos, sugerindo que o perfil de miRNA poderia ser usado para fins de
diagnóstico, visto que eles podem promover o desenvolvimento e/ou a progressão do tumor,
perturbando os padrões de expressão de oncogenes e supressores tumorais (ALMEIDA;
REIS; CALIN, 2011; LAN et al., 2015).
Os miRNAs circulantes demonstram tanto pontos positivos quanto pontos negativos
como  biomarcadores  em  cada  estágio  específico  do  processo  de  validação,  que
compreendem os estágios pré-analítico, analítico e pós-analítico. Levando em conta a fase
pré-analítica,  os  miRNAs  são  detectáveis  em  fluidos  corporais,  que  são  coletados  em
procedimentos  minimamente  invasivos,  e  seu  transporte  em vesículas  extracelulares  ou
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ligação a proteínas os tornam estáveis em várias condições, como valores extremos de pH,
congelamento e descongelamento repetidos, até 24 horas em temperatura ambiente ou por
décadas a < -70 ºC (BOTTANI; BANFI; LOMBARDI, 2019).
Por  outro  lado,  esse  estágio  de  validação  pode  ser  afetado  por  vários  viéses
relacionados aos hábitos diários dos pacientes, como tabagismo, atividade física, doenças
renais, dieta e o ciclo circadiano, a coleta da amostra, que sofre interferências de acordo
com os tubos utilizados e aos aditivos anticoagulantes, da mesma forma que a técnica de
coleta,  e manejo da amostra,  conforme o tempo e a força de centrifugação da amostra
(TAKAHASHI et al.,  2013; BAGGISH et al.,  2011; WITWER, 2012; SHENDE et al.,  2011;
NEAL et al., 2011; KROH et al., 2010; LIMA-OLIVEIRA et al., 2016; CHENG et al., 2013).
Resultados  mais  recentes,  por  exemplo,  demonstram  que  o  plasma  de  tubos
anticoagulados  com  sais  de  Ácido  Etilenodiamino  Tetra-Acético  (EDTA)  com  um  GEL
separador resultou em maior detectabilidade e estabilidade de um amplo painel de miRNA
do que o plasma coletado em tubo contendo EDTA padrão e plasma pobre em plaquetas
acrescido de EDTA (BOTTANI; BANFI; LOMBARDI, 2019).
No que se relaciona à fase analítica, estão disponíveis métodos confiáveis para a
dosagem de miRNA, como a Reação em Cadeia da Polimerase Quantitativa em Tempo Real
(RT-qPCR),  considerada  a  metodologia  padrão  ouro.  Entretanto,  interplataformas
significativas como sequenciamento baseado em Reação em Cadeia da Polimerase (PCR),
microarranjos  e  de  Nova  Geração  de  Sequenciamento  (NGS)  também se  destacam na
identificação de miRNAs (MESTDAGH et al., 2014).
A validação do miRNA circulante pode sofrer interferência devido à contaminação por
miRNA não  circulante  proveniente  da  pele,  células  sanguíneas,  plaquetas  ativadas  e
hemólise (BOTTANI; BANFI; LOMBARDI, 2019).
Finalmente, as questões relacionadas à fase pós-analítica referem-se principalmente
à ausência de um processo padronizado de normalização de dados para genes exógenos
ou endógenos únicos ou múltiplos e média global de todos os miRNAs avaliados (FARALDI
et  al.,  2018;  SOURVINOU;  MARKOU;  LIANIDOU,  2013).  Portanto,  o  uso  de  miRNAs
circulantes  como  biomarcadores  no  gerenciamento  de  pacientes  requer  protocolos  e
procedimentos padronizados para cada fase de validação (HACKL et al., 2016; CHENG et
al., 2016; FARALDI et al., 2018).
3.2 Subtipos moleculares do câncer de mama
O câncer de mama compreende um grupo heterogêneo de tumores que podem ser
categorizados de inúmeras maneiras, sendo tradicionalmente classificados histologicamente
de acordo com o tecido de origem do neoplasma, como carcinoma ductal, lobular, mamilar
ou não especificado (BYLER et al., 2014; DEY, 2014).
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Um novo sistema para a classificação do câncer de mama foi  proposto em 2011
(GOLDHIRSCH et al., 2011), e o critério para identificar os subtipos foi redefinido em 2013.
Seguindo os parâmetros da conferência de St. Gallen de 2013, os subtipos da doença são
subdivididos  como  Luminal  A,  Luminal  B1  HER 2-Negativo,  Luminal  B2  HER2-Positivo,
HER2-Positivo não-Luminal e Basal-like. Devido às variações imuno-histopatológicas dentre
as doenças do subtipo Luminal, ele é subdividido em Luminal A, B1 e B2 (GOLDHIRSCH et
al., 2013).
A classificação molecular, baseada na metodologia da Imunohistoquímica, associada
a outras análises de marcadores celulares, tem sido cada vez mais útil para definição do
prognóstico e tratamento da doença (BYLER et al., 2014). Essa classificação é baseada na
presença ou ausência dos receptores hormonais de Estrogênio (ER), Progesterona (PR),
Receptor de Fator de Crescimento Epidermal Humano-2 (HER2) e o Câncer de Mama Triplo
Negativo (TNBC) (PRAT; PEROU, 2011).
O subtipo Luminal A é caracterizado por ser ER e PR positivo, baixa taxa de Ki-67 e
HER-2 negativo, o subtipo Luminal B1 apresenta-se como HER2-Negativo, ER-Positivo, PR-
Negativo ou <10%, com alta taxa de Ki-67, o Luminal B2 é definido por ser HER2-Positivo,
ER-Positivo e PR-Negativo, o HER2-Positivo não-Luminal, que se diferencia por ser HER2-
Positivo  e  negativo  tanto  para  ER  quanto  para  PR  e,  por  fim,  o  subtipo  Basal-like,
caracterizado por ser negativo para ER, PR e HER-2 (GOLDHIRSCH et al., 2013).
Apesar  dos  tumores  Luminal  A apresentarem um prognóstico  mais  favorável,  os
tumores do subtipo Luminal B são mais agressivos e a porcentagem de acometimento de
linfonodos foi mais alta que nas mulheres com tumores Luminal A. O subtipo Luminal B1 se
diferencia  do Luminal  A por  demonstrar  altos  níveis  de  Ki-67,  um marcador  nuclear  de
proliferação nuclear (DE AZAMBUJA et al., 2007). O acometimento de linfonodos é mais alto
devido à expressão aumentada do antígeno Ki-67 (INIC et al., 2014). 
O índice de Ki-67 é um marcador proeminente para indicar agressividade tumoral,
portanto, a atividade de proliferação celular é aumentada nos tumores Luminal B, HER2-
Positivo  e TNBC (DE AZAMBUJA et  al.,  2007;  TRIHIA et  al.,  2003).  A Tabela reúne os
subtipos  moleculares  do  câncer  de  mama  de  acordo  com  os  status dos  receptores
hormonais.
Tabela 1 - Subtipos moleculares do câncer de mama e seus respectivos receptores
de ligação.
Subtipo ER PR HER-2 Ki-67
Luminal A Positivo Positivo Negativo Baixa taxa
Luminal B1 Positivo Negativo ou <10% Negativo Alta taxa




Negativo Negativo Positivo -
Basal-like/TNBC Negativo Negativo Negativo -
FONTE: Própria do autor, 2020.
3.2.1  Padrões  de  metilação e  modificações  de  histonas relacionadas  aos
respectivos subtipos moleculares do câncer de mama
As taxas de mutações gerais  são mais altas nos subtipos Basal  e HER2E,  mas
houve a identificação de novos genes mutados envolvidos no câncer de mama, que são
marcadamente mais variados e frequentes nos subtipos Luminal-A e B.  (NEBBIOSO et al.,
2018).
O câncer de mama triplo negativo demonstra um enriquecimento de alterações nos
genes de reparo do DNA, principalmente BRCA1 (STEFANSSON et al., 2012). Também foi
relatado o silenciamento por hipermetilação de inúmeros genes codificantes de reguladores
Wnt negativos, dentre os quais se destaca o gene RASSF1A, já mencionado anteriormente
(NEBBIOSO et al., 2018).
Dentre as modificações histônicas, altos níveis de H3K9ac se relacionam a fatores
como  melhor  sobrevida  sem  a  doença  e  à  sobrevivência  metastático  específica.  O
enriquecimento da Acetilação da Lisina 9 da Histona 3 (H3K9ac) caracterizou os tumores
HER2+ e câncer de mama triplo negativo, enquanto resíduos da Trimetilação da Lisina 27
da Histona H3 (H3K27me3) estão reduzidos nos subtipos Luminal-B, HER2-Positivo, e Triplo
Negativo,  mas  se  encontram  aumentados  no  subtipo  Luminal-A (HEALEY et  al.,  2014;
JUDES et al., 2016).
Reduções nos resíduos de Dimetilação da Lisina 9  da Histona H3 (H3K9me2) e
H3K9me3  com  expressão  acentuada  da  Histona  Desmetilase  KDM3A/JMJD1A também
foram descritas no câncer de mama (ZHAO et al., 2016). Além disso, foi descrita uma forte
sinalização  de  H3K9ac  em  promotores  de  genes  específicos.  O  enriquecimento  de
H3K27me3 no gene RUNX1 foi determinada nos subtipos HER2-Positivo e Luminal-A, mas
estava silenciado em tumores dos subtipos Luminal-B1 e B2.  Ademais,  a expressão de
RUNX1 correlacionou-se  com o  pior  prognóstico,  provavelmente  devido  a  sua  ação  na
diminuição da sinalização do ER (CHIMGE et al., 2016).
Os genes da família RUNX são fatores de transcrição envolvidos na hematopoiese,
osteogênese e neurogênese, e o gene  RUNX1 está envolvido na tumorigênese como um
fator regulatório chave, particularmente em inúmeras neoplasias epiteliais (HOI et al., 2010;
YEH et al., 2009), sendo considerado um oncogene no TNBC (FERRARI et al., 2014).
Níveis reduzidos de epimarcas de H3K9me2 em células epiteliais mamárias foram
encontrados envolvidos na expressão acentuada de  PAX3 em tumores HER2-Positivos. O
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gene  PAX3, por sua vez, age como oncogene na tumorigênese mamária, e seu perfil de
expressão é regulado por mecanismos epigenéticos (ZHAO et al., 2016).
Finalmente, níveis baixos de Dimetilação da Arginina 3 da Histona H4 (H4R3me2),
H3K9ac e  a  Acetilação da Lisina 16 da Histona  H4 (H4K16ac)  estão  significativamente
associados com tamanhos tumorais maiores, enquanto o enriquecimento da H4R3me2 e
H3K9ac associam-se com o estágio de acometimento de linfonodos baixos (NEBBIOSO et
al., 2018). A coloração Imunohistoquímica de resíduos de H4R3me2 revelou sua expressão
reduzida em carcinomas Basais e tumores HER-2 positivos (ELSHEIKH et al., 2009).
3.3 Métodos de análise de Metilação de DNA
A análise de metilação de DNA por tecnologias de alto  rendimento tornou-se um
procedimento de rotina em laboratórios no mundo inteiro, e os métodos experimentais para
detecção de metilação de DNA incluem abordagens baseadas em enzimas de restrição,
enriquecimento de afinidade e conversão por bissulfito (YONG; HSU; CHEN, 2016; BOCK,
2012; LAIRD, 2010; ADUSUMALLI et al., 2015; BARROS-SILVA et al., 2018; WRECZYCKA
et al.,  2017; BOCK et  al.,  2010).  A Figura 3 ilustra os métodos principais de análise de
metilação de DNA.
Figura 3: Procedimentos de biologia molecular empregados na análise da metilação
do DNA.
Legenda: Os procedimentos de biologia molecular empregados para a análise de metilação
de DNA estão comumente envolvidos com a fragmentação do DNA genômico por meio da digestão
por enzimas de restrição ou sonicação. O DNA genômico pode então ser enriquecido por anticorpos
específicos, marcado por proteínas específicas e/ou convertido pelo método do bissulfito, antes de
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ser  analisado  por  meio  de  plataformas  de  sequenciamento  baseadas  em  técnicas  de
Sequenciamento de Nova Geração (NGS) e/ou chips de microarranjos.
Fonte: Modificado de YONG; HSU; CHEN, 2016.
A  detecção  de  5mC  pode  ser  realizada  em  todo  o  genoma  ou  em  regiões
selecionadas de interesse, até o nível de nucleotídeo único. Após a preparação do DNA por
um dos três protocolos mencionados anteriormente, o material genético é sequenciado. O
método de sequenciamento de bissulfito é considerado o padrão ouro para a análise de
metilação de DNA (RAULUSEVICIUTE; DRABLØS; RYE, 2019).
O método  foi  inicialmente  introduzido  por  Frommer  et  al. (1992)  e  baseia-se  na
evidência  de  que  as  reações  de  aminação  da  citosina  e  da  5mC  prosseguem  com
consequências muito distintas após o tratamento com bissulfito de sódio, de forma que as
citosinas do DNA de cadeia simples são convertidas em resíduos de uracila e reconhecidas
como timina  na  subsequente  amplificação  e  sequenciamento  do  DNA pela  Reação  em
Cadeia  da  Polimerase  (PCR).  Entretanto,  os  resíduos  de  5mC  são  refratários  a  essa
conversão,  permanecendo  como  citosinas  e  permitindo  que  a  5mC  se  diferencie  das
citosinas não metiladas.
O  subsequente  sequenciamento  por  PCR é  necessário  para  a  determinação  do
estado de metilação no loci de interesse pelo uso de primers de metilação específicos após
o tratamento de bissulfito.  O  status real da metilação pode ser determinado mediante o
sequenciamento direto por PCR, que detecta o status médio de metilação, ou por meio do
sequenciamento por  subclonagem, responsável  por  detectar  a  distribuição de moléculas
únicas dos padrões de metilação.  Ademais,  a análise do sequenciamento pelo bissulfito
pode não só identificar o status de metilação das fitas simples de DNA, mas também permite
a detecção dos padrões de metilação da dupla fita de DNA, uma vez que, as fitas de DNA
não  são  mais  complementares  e  o  produto  da  amplificação  podem  ser  mensurados
individualmente (LI; TOLLEFSBOL, 2011).
As enzimas de restrição sensíveis à metilação são proteínas específicas que podem
reconhecer e clivar apenas sequências não metiladas,  deixando o DNA metilado intacto,
como a MspI,  HpaII,  NotI,  SmaI, e  BstUI, usadas como base para métodos de análise de
metilação  baseados  em enzimas  de  restrição.  Esse  método  é  baseado  na  seleção  por
tamanho dos fragmentos de DNA, que é entre 40 e 220 pares de bases, e seu posterior
sequenciamento.  Assim,  são  determinadas  as  localizações  das  regiões  de  CpG  não
metilados.  Com  essa  abordagem,  os  níveis  relativos  de  metilação  de  DNA podem  ser
estimados usando a cobertura das leituras (YONG; HSU; CHEN, 2016; BARROS-SILVA, et
al., 2018).
A  análise  de  DNA  metilado  baseada  em  enzimas  de  restrição  é  um  método
econômico e de simples execução, entretanto, sua cobertura é relativamente baixa, visto
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que o método é dependente da localização dos locais  de restrição (RAULUSEVICIUTE;
DRABLØS; RYE, 2019).
Proteínas com domínios de ligação ao grupamento metil ou anticorpos específicos
contra  a 5mC são usadas para  reconhecer  o DNA metilado nas técnicas baseadas em
enriquecimento por afinidade (BARROS-SILVA, et al., 2018).
Os anticorpos específicos são utilizados para imunoprecipitação do DNA metilado e
os segmentos de material genético são posteriormente avaliados por sequenciamento de
alto rendimento.  A capacidade de sequenciamento do método é de cerca de 100 a 300
pares  de  base,  cobrindo  até  70%  dos  CpGs  presentes  no  genoma  humano,  e  o
sequenciamento  do DNA metilado  imunoprecipitado estima o  enriquecimento  relativo  do
DNA metilado em todo o genoma (YONG; HSU; CHEN, 2016; TAIWO et al., 2012).
Uma desvantagem importante dessa abordagem é a posterior análise computacional
dos  dados  obtidos,  sendo  mais  provável  que  os  fragmentos  ricos  em  CpG  sejam
enriquecidos em comparação com as regiões que são pobres em CpG, e essas regiões
podem  acabar  sendo  sub-representadas  ou  interpretadas  erroneamente  como  não-
metiladas e, portanto, são necessárias correções computacionais para que o conteúdo de
CpG seja normalizado (RAULUSEVICIUTE; DRABLØS; RYE, 2019).
Técnicas que usam diferentes proteínas com domínios de ligação ao grupamento
metil têm desempenho semelhante em regiões pobres em CpG, entretanto, foi evidenciado
que o sequenciamento de captura de grupamentos metil cobre mais regiões, enquanto o
sequenciamento de captura por proteínas com domínios de ligação ao grupamento metil é
capaz de detectar duas vezes mais regiões diferencialmente metiladas quando comparada à
metodologia de sequenciamento de captura de grupamentos metil (BARROS-SILVA, et al.,
2018; BOCK et al., 2010).
3.4 Biomarcadores epigenéticos para detecção precoce do câncer de mama
O diagnóstico tradicional  do câncer  de mama é sustentado em exames físicos e
clínicos,  exames de mamografia,  ultrassonografias  e/ou ressonância  magnética,  seguido
pela análise histopatológica do tecido. A ultrassonografia é um exame seguro e não invasivo
que auxilia o rastreamento da doença, mas não tem a capacidade de rastrear a neoplasia
mamária na população geral, não substituindo a mamografia, especialmente em mulheres
com idade acima de 40 anos. Não obstante, uma vez que, uma lesão suspeita é detectada
através da mamografia, a biópsia do tecido se mostra necessária (ZUBOR et al., 2019).
A mamografia se mostra como uma ferramenta imprescindível para o rastreamento
do câncer de mama principalmente em mulheres acima dos 50 anos (PÉREZ-SOLIS et al.,
2016). Entretanto, faz-se necessário enumerar as limitações do método, que se associam
tanto a resultados falsos negativos quanto a falsos positivos para o diagnóstico do câncer de
20
mama  (DRUKTEINIS  et  al.,  2013).  Em  pacientes  mais  jovens,  que  apresentam  tecido
mamário  mais  denso,  a  sensibilidade  diagnóstica  da  mamografia  também  é  diminuída
(WILCZEK et al., 2016).
Assim,  a  comunidade  científica  internacional  está  em  uma  busca  ativa  por
metodologias não invasivas para o diagnóstico e monitoramento de pacientes com câncer
de mama, que poderiam ser introduzidas na rotina clínica. Atualmente, os esforços estão
focados no monitoramento de biomarcadores presentes em fluidos corporais para detecção
precoce e minimamente invasiva da doença (CARDOSO et al., 2016).
Com o avanço da doença, as células tumorais são liberadas pelo tumor primário,
havendo a presença de células tumorais circulantes, e/ou as metástases ou células tumorais
liberam  seus  próprios  ácidos  nucleicos  (DNA,  RNA,  miRNA)  na  circulação,  como  DNA
Celular Livre Circulante (ccfDNA). A análise dessas partículas, em conjunto com a origem
tumoral, levou ao desenvolvimento de um novo procedimento diagnóstico conhecido como
Biópsia Líquida (CROWLEY et al., 2013; PANTEL; PANABIÈRES, 2016).
A detecção precoce do câncer de mama, assim como tratamento da doença e o
monitoramento de metástases,  são de suma importância para assegurar um prognóstico
favorável  aos  pacientes,  e,  considerando  as  limitações  e  a  invasividade  dos  exames
diagnósticos tradicionais, a biópsia líquida é uma abordagem não invasiva conveniente para
coletas repetidas na rotina oncológica (ZUBOR et al., 2019).
Estudos  acerca  de  padrões  genéticos  e  epigenéticos  clinicamente  válidos  e  não
invasivos buscam possíveis biomarcadores capazes de detectar tumores em estágio pré-
maligno e inicial,  além da avaliação do prognóstico e  metástase e o monitoramento  de
recidivas  do  câncer  (ZHAI  et  al.,  2018).  Tais  padrões  genéticos  e  epigenéticos  estão
frequentemente desregulados nas doenças neoplásicas, representando grande potencial de
servir como ferramentas multifatoriais no campo da oncologia clínica (KIM et al., 2020).
A biópsia  líquida,  então,  pode  ser  aplicada  como  uma  ferramenta  diagnóstica
adicional à biópsia do tecido tumoral primário por excisão cirúrgica ou aspiração, e à biópsia
de  disseminação  metastática,  além de  poder  ser  aplicada  como ferramenta  diagnóstica
indireta na ocasião da impossibilidade técnica da realização da biópsia, caso o tumor ou a
metástase apresentem localização pouco acessível. Moléculas derivadas da massa tumoral,
como é  o  exemplo  dos  RNAs  não  codificantes,  mais  especificamente  os  miRNAs,  são
abundantes  em  fluídos  corporais  e  estão  desreguladas  em  estágios  iniciais  da
carcinogênese, o que favorece  tais marcadores quando comparados às células tumorais
circulantes e ao ccfDNA tumoral,  para seu posterior desenvolvimento metodológico como
biomarcadores  não  invasivos  de  biópsia  líquida  para  doenças  neoplásicas,  incluindo  o
câncer de mama (ZUBOR et al., 2019).
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Em adição,  marcadores de miRNA para biópsia líquida são aplicáveis  tanto para
pacientes oncológicos quanto em indivíduos saudáveis que apresentem condições benignas
e,  com  isso,  o  rastreamento,  estadiamento  e  resposta  ao  tratamento  de  doenças
oncológicas podem ser avaliados de forma mais efetiva, por meio da mensuração de níveis
de expressão de miRNAs em fluidos corporais (SHIGEYASU et al., 2017)
3.4.1 miRNAs circulantes
A presença de moléculas de miRNA circulantes no plasma é o tópico mais recente e
mais estudado em termos de biomarcadores de biópsia líquida em pacientes com câncer de
mama.  Estas  moléculas  são  provenientes  do  tecido  tumoral  primário  ou  metastático
(ZUBOR et al., 2019).
Desde  a  descoberta  dos  miRNAs  e  a  posterior  descrição  de  seu  papel  na
carcinogênese, houveram inúmeros avanços na caracterização dos miRNAs. Os primeiros
relatos  que  caracterizaram a existência  de perfis  de miRNA relacionados  ao câncer  de
mama em humanos foram publicados em 2005, sugerindo o envolvimento de miRNAs na
patogênese desse tipo de tumor (IORIO et al., 2005; LU et al., 2005).
Nos anos seguintes de pesquisa, demonstrou-se que os miRNAs desempenham um
papel vital na tumorigênese, progressão do neoplasma, resistência a drogas e metástase
tumoral.  Além  disso,  a  especificidade  tecidual  e  carcinogênica  de  inúmeros  miRNAs
permitiram a geração de perfis de miRNA em vários tipos de neoplasias que acometem a
população feminina, refletindo seus órgãos reprodutivos (IORIO et al., 2007; KELLER et al.,
2009;  JIA et  al.,  2015;  ABBA et  al.,  2017),  e  esses perfis  específicos  de expressão de
miRNAs classificam tumores de forma mais adequada,  quando comparados aos mRNAs
(ZUBOR et al., 2019).
Os  miRNAs  apresentam  tanto  valor  diagnóstico,  quanto alto  valor  prognóstico,
abrindo  novas  possibilidades  ao  manejo  do  câncer,  estratificação  do  tratamento  e  no
desenvolvimento de terapia personalizada (TAKAHASHI; MIYAZAKI; OCHIYA, 2015; ABBA
et al., 2017; RAYCHAUDHURI et al., 2017), ainda mais no câncer de mama (ZUBOR et al.,
2018).
Além  de  estarem  presentes  no  microambiente  tumoral,  os  miRNAs  podem  ser
isolados de inúmeros fluidos corporais, tais como, soro, plasma, saliva, urina, leite, fluido
seminal, fluidos cerebroespinhais, entre outros fluidos (WEBER et al., 2010; SOHEL, 2016;
TURCHINOVICH; TONEVITSKY; BURWINKEL, 2016). As moléculas de miRNA encontradas
na circulação periférica derivam de células de tecidos tumorais, plaquetas, células lisadas
após lesão tecidual, células necrosadas, apoptose ou inflamação crônica (MO et al., 2012;
SHAH; CALIN, 2013).
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Essas  moléculas  circulantes  de  miRNA,  também  denominadas  miRNAs
extracelulares,  estão  tipicamente  contidas  em  exossomos,  vesículas  e  ligadas  em
complexos  protéicos,  liberados  na  circulação  pelo  tecido  tumoral  e  complexos  de
empacotamento protegem o RNA da degradação, tornando-os consideravelmente estáveis e
resistentes às RNases, variações de pH, longos períodos de armazenamento e múltiplos
estágios de congelamento e descongelamento (SOURVINOU; MARKOU; LIANIDOU, 2013;
SOHEL, 2016).
A estabilidade é mais provavelmente ocasionada pelos mecanismos de transporte,
visto que miRNAs são conjugados a complexos provendo,  assim, proteção.  Os miRNAs
extracelulares podem ser liberados e transportados em vesículas derivadas da membrana,
tanto em micropartículas (microvesículas) quanto em exossomos de menor tamanho; em
complexos  lipoproteicos,  como  o  HDL  e  o  LDL;  em  complexos  proteicos  AGO;  ou
envolvendo corpos apoptóticos (ARROYO et al., 2011; BOON; VICKERS, 2013; MATAMALA
et al., 2015).
Tais moléculas de miRNA podem ser absorvidos por uma variedade de células, onde
eles podem alterar a expressão de seu gene alvo. Dessa forma, os miRNAs extracelulares
representam a comunicação entre células, o que contribui na carcinogênese e progressão
tumoral, metástase e resistência ao tratamento (THÉRY, 2011; KAHLERT; KALLURI, 2013;
TAKAHASHI; MIYAZAKI; OCHIYA, 2015; SHAH et al., 2016; SOHEL, 2016).
A exportação de miRNAs está mais propensa a apresentar padrões seletivos, não
sendo apenas passiva. As células secretam miRNAs específicos, devido a sinais celulares
ou estímulos ambientais, carregando-os a vesículas específicas. Ademais, alguns miRNAs
são expressos apenas para serem exportados, uma vez que, não são detectados na célula-
mãe, apenas em vesículas extracelulares (PIGATI et al., 2010; BOON; VICKERS, 2013).
Devido às características mencionadas anteriormente assim como seu método de
aquisição  não  invasivo,  os  miRNAs  extracelulares,  representam  grande  potencial  como
biomarcadores  detectáveis,  além  de  serem  biomarcadores  promissores  e  úteis  para  o
monitoramento e manejo não invasivo do câncer de mama (CHEN et al.,  2008; THÉRY,
2011; SCHRAUDER et al., 2012).
Diante disso, métodos de detecção sensíveis são essenciais para a mensuração de
miRNAs extracelulares como biomarcador para o câncer de mama, o que é possível devido
a inúmeros métodos, como sequenciamento de alto rendimento, PCR quantitativa em tempo
real  (RT-qPCR),  PCR digital  e  chips  de microarranjos.  Todas essas metodologias  estão
agora  totalmente  disponíveis,  e  apenas  alguns  experimentos  requerem  condições
específicas, como os de qPCR, que requerem uma referência de miRNA extracelular estável
no plasma ou soro de pacientes com câncer de mama. Para conseguir isso, alguns miRNAs
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como miR-10b, -16, -30a, -103, -148b, -191, -192 ou RNU6 são geralmente usados como
marcadores de referência endógenos (WITWER et al., 2013; WITWER, 2015).
É  conhecido  que  os  miRNAs  apresentam  papel  crucial  no  desenvolvimento  de
tumores mamários e que a expressão de miRNAs é altamente desregulada tanto em tecido
tumoral,  quanto  tecido  metastático,  ou  no  plasma de  pacientes  com  câncer  de  mama,
causando  descontrole  de  inúmeros  processos  biológicos,  como  a  proliferação,
diferenciação,  apoptose  e  transição  epitelial-mesenquimal  com a migração  celular,  e  os
miRNAs também podem desempenhar uma função específica como regulador da metástase
em vários níveis de cascada metástatica (ZUBOR et al., 2019).
Por  outro  lado,  exceto  nas  atividades  oncogênicas,  os  miRNAs  também  exibem
características oncossupressoras, ao ter como alvo miRNAs codificadores de oncoproteínas
(PIVA;  SPANDIDOS;  GAMBARI,  2013).  Refletindo  essa  informação,  miRNAs  circulantes
podem ser considerados os biomarcadores mais promissores na oncologia para detecção
precoce, avaliação de prognóstico e resposta ao tratamento (ARMAND-LABIT; PRADINES,
2017).
Portanto, o emprego biológico de miRNAs no manejo do câncer de mama e como
biomarcador  para  biópsia  líquida  recentemente  obteve  grande  interesse  devido às  suas
vantagens  quando  comparado  a  outros  marcadores,  tanto  nos  campos  de  pesquisa
translacional  quanto  clínica.  Tumores  malignos  podem  permanecer  clinicamente
assintomáticos por um longo período de tempo, até que ele atinja o tamanho que torne
possível a sua detecção clínica e se dissemine para outros órgãos, formando metástases.
Há décadas existem esforços  direcionados  para  o  desenvolvimento  de estratégias  para
identificação do câncer de mama em estágios iniciais,  o que envolveu o autoexame das
mamas por apalpação e rastreamento através da mamografia, associados à realização de
ultrassonografias das mamas (ZUBOR et al., 2019).
Os  avanços  no  rastreamento  primário,  principalmente  devido  à  modificação  de
abordagens,  por meio do rastreio mamográfico em populações com riscos genéticos,  os
quais possibilitaram a detecção precoce do câncer mama. No entanto, ainda é necessária a
biópsia por punção de agulhas e/ou excisão cirúrgica da massa tumoral, para o diagnóstico
e definição do perfil biológico do carcinoma (KHOURY; TRAN, 2015).
Contudo,  como  foi  demonstrado  recentemente,  a  mamografia  não  pode  ser  um
método  exclusivo  de  detecção  precoce,  havendo  outras  possibilidades  disponíveis  que
superam sua especificidade e sensibilidade limitadas, como as tecnologias associadas às
metodologias de biópsia líquida (FU et  al.,  2016).  Com isso,  a abordagem ideal  para o
rastreamento  e  detecção  precoce  do  câncer  de  mama  consiste  na  associação  da
mamografia à biópsia líquida de marcadores mais sensíveis (ZUBOR et al., 2019).
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Baseados em sua utilização, os biomarcadores para o câncer de mama podem ser
classificados em marcadores de rastreamento de risco, prognóstico, diagnóstico preditivo e
de  monitoramento  da  neoplasia.  Devido  aos  avanços  em  biologia  molecular,  novos
biomarcadores circulantes foram descritos e todos provaram ser ferramentas extremamente
úteis para estabelecer um diagnóstico precoce e confiável do câncer de mama, de forma
minimamente invasiva (CAMPUZANO, 2017), e esse potencial da biópsia líquida em sangue
periférico  também pode ser  aplicado para monitoramento  da doença após o  tratamento
(HAMAM et al., 2016).
Os miRNAs estão emergindo como biomarcadores promissores para biópsia líquida
devido à sua biologia, por apresentarem várias propriedades e características, como a baixa
complexidade  das  moléculas,  especificidade  tecidual,  estabilidade,  fácil  quantificação  e
amplificação,  fazendo  deles  excelentes  biomarcadores  para  detecção  de  inúmeros
processos patológicos e fisiológicos. Com isso, os miRNAs estão se tornando um ponto de
interesse na detecção do câncer de mama, já que estes foram descritos sendo secretados
seletivamente  por  células  malignas  presentes  na  glândula  mamária,  sendo  também
expressos diferencialmente no plasma de indivíduos saudáveis e de pacientes com câncer
de mama (MATAMALA et al., 2015).
Cookson et al. (2012) analisaram o plasma e o tecido de pacientes antes e depois da
ressecção cirúrgica do tumor, na tentativa de evidenciar se os perfis de miRNAs circulantes
assemelham-se  aos  perfis  de  miRNAs  presentes  no  interior  da  massa  tumoral.  Foram
identificados 210 miRNAs no total,  e  os  miRNAs que foram superexpressos no plasma
puderam ser comparados com os miRNAs presentes no tumor, e esta descoberta tornou-se
a base para os  estudos subsequentes focados nos miRNAs circulantes e  presentes  no
tecido tumoral no câncer de mama.
Inúmeras características usadas para a detecção dos miRNAs foram identificadas
através do sequenciamento de RNA para gerar perfis de expressão de miRNA em amostras
correspondentes de tumores e soro de pacientes com carcinoma, o que resultou em um
conjunto de miRNAs diferencialmente expressos entre o tumor e o soro correspondente,
sugerindo que apenas uma pequena quantidade de miRNAs é liberada na circulação pelo
tumor primário (ZHU et al., 2014).
O primeiro esforço para utilização clínica de miRNAs foi, portanto, orientado para a
triagem  do  câncer  de  mama,  posteriormente  modificado  de  acordo  com  os  subtipos
moleculares  e,  em  seguida,  adicionando  o  potencial  preditivo  para  determinar  as
características biológicas do tumor e sua agressividade. Inicialmente, um amplo painel de
miRNAs  foi  formado,  seguido  por  espectros  de  miRNAs  selecionados  em  estudos  de
validação e, de antemão, houve a necessidade de diferenciar os perfis de miRNAs dentre
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tecidos mamários normais e os de câncer de mama, como foi o caso dos miR-21, miR-125b,
miR145 e miR-155 (IORIO et al., 2005).
Subsequentemente,  houve  a  evidência  de  ligação  positiva  entre  os  miRNAs
presentes no câncer de mama primário e o plasma dos pacientes e,  então,  os miRNAs
correspondentes  foram consecutivamente  validados  para  propósitos  de  rastreamento  da
doença, descrevendo seu perfil de expressão e função de sinalização (ZHU et al., 2014).
Dando continuidade a esta abordagem, Heneghan et al. (2010) analisaram miRNAs
de tecidos  tumorais  e  amostras  de  sangue  por  RT-qPCR,  quantificando os  níveis  de 7
miRNAs candidatos a biomarcadores de 148 pacientes com câncer de mama e 41 controles
saudáveis e foi possível evidenciar níveis superexpressos de miR-195 e do precursor de
miRNA let-7a  refletiram  a  presença  de  tumores  e  quando  ambos  os  miRNAS  foram
mensurados novamente, duas semanas após a excisão cirúrgica dos tumores, seus níveis
de expressão foram consideravelmente baixos.
Outros pesquisadores conduziram estudos similares, analisando miRNAs circulantes
em pacientes com câncer de mama comparados a controles saudáveis, concluindo que o
nível plasmático dos miRNAs poderia ser um biomarcador distintivo do câncer de mama,
encontrando um nível  elevado  de vários  miRNAs para  este  propósito  em seus estudos
(ZHAO et al., 2010).
Atualmente,  miRNAs  circulantes  associados  às  neoplasias  têm  o  potencial  de
detectar o câncer mesmo em seus estágios iniciais, sendo provado que miRNAs podem ser
aplicados para o rastreamento do câncer de mama, como os painéis de miR-127-3p, miR-
148b,  miR-376a,  miR376c,  miR-409-3p,  miR-652  e  miR-801,  que  apresentam  alta
capacidade de distinguir mulheres saudáveis daquelas com tumores de mama benignos e
malignos, com melhor poder discriminatório em mulheres mais jovens (HENEGHAN et al.,
2010).
Além disso, os miRNAs circulantes  diferem de acordo com os tipos do tumor, de
acordo  com  suas  características  histológicas,  seus  receptores  hormonais  ou  estado  de
linfonodos em pacientes com câncer de mama, como é o caso da expressão de miR-10b,
miR-373, miR299-5p, miR-411, miR-215 e miR-452 em paciente com linfonodos acometidos,
demonstrando alta especificidade e sensibilidade para indicar doença metastática (INNS;
JAMES, 2015).
Ademais, um painel incluindo miR-200a, miR-200b, miR-210, miR-21 e miR-486-5-p
podem predizer a ocorrência de metástases até 2 anos antes do diagnóstico clínico em
pacientes com câncer de mama (MADHAVAN et al., 2016).
O  valor  preditivo  de  miRNAs  circulantes  demonstram  que  alguns  deles  estão
associados a estágios iniciais do câncer de mama, como a superexpressão miR-425, miR-
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302b (ZHAO et al., 2010), assim como, o miR-182 (WANG et al., 2013), miR-155 (SUN et
al., 2012) e miR-21 (FANG et al., 2018).
O miR-155 e o miR-21 multifuncional foram recentemente de alto interesse científico,
e meta-análises baseadas em artigos relevantes coletados de inúmeras bases de dados
demonstraram que níveis elevados de expressão desses marcadores correlacionam-se com
a detecção de estágios iniciais da doença com a abordagem de rastreamento, relacionando-
se, também, ao aparecimento de metástases distantes (SCHWARZENBACH, 2013; LI et al.,
2016; MARKOU et al., 2016).
Meta-análises  envolvendo  3  estudos  com  184  pacientes  revelaram  o  valor
diagnóstico de um marcador para rastreamento com sensibilidade de 79% e especificidade
de 85% para o mi-R155 (WANG et al., 2014). Em adição, a presença de miR-21 e miR-155
no plasma correlacionaram-se ao status dos receptores do tumor (ZUBOR et al., 2019).
Outra característica importante dos miRNAs presentes em líquidos extracelulares é o
fato  de  que  eles  podem  exercer  um  papel  na  comunicação  cruzada  entre  as  células
cancerígenas  e  as  células  do  tecido  circundante,  potencializando  o  seu  uso  como
biomarcadores do câncer de mama (CHEN et al., 2012; MOLDOVAN et al., 2013).
Dos  miRNAs  circulantes  conhecidos  e  dos  miRNAs  expressos  nos  tecidos,  a
evidência de ativação anormal em pacientes com câncer de mama estende-se aos miRNAs
circulantes miR-16, miR-18a, miR-21, miR-145, let-151a, miR-155 e os miRNAs específicos
do tecido miR-7,  miR-21,  miR-145,  miR-155/154,  miR-182,  miR-203,  miR-213,  sugerindo
que seus valores como marcadores não invasivos e adicionalmente como uma abordagem
para superar a resistência à quimioterapia (BAHRAMI et al., 2018).
Outros  miRNAs  relacionados  com  a  resposta  ao  tratamento  podem  ter  utilidade
significativa  como  marcadores  preditivos  ou  servir  para  predição  de  recidiva  tumoral  e
sobrevida geral, em pacientes com câncer de mama triplo negativo, por exemplo, como é o
caso dos miR-18b, miR-103, miR-107 e miR-652. Ademais, esse perfil de 4 miRNAs é capaz
de  distinguir  tumores  de  pacientes  com  recidiva  precoce  daqueles  livres  de  recidiva
(SAHLBERG et al., 2015).
Essa informação torna a presença dessa assinatura de 4-miRNAs no plasma em um
potencial preditor para distinguir a doença metastática da recorrência da doença em estágio
inicial,  servindo  como uma ferramenta  diagnóstica  para  a  recidiva  de câncer  de  mama
baseada em marcadores sanguíneos. Este conceito não é preditivo no geral, nem específico
para  o  tipo  do  câncer  e  níveis  altos  de  miR-19a,  por  exemplo,  pode  representar  um
biomarcador  para  resultados  clínicos  favoráveis  em  pacientes  com  câncer  de  mama
metastático positivo para o receptor HER2 (ANFOSSI et al., 2014).
Por  fim,  destacar  os  conhecimentos  atuais  acerca  dessas  moléculas  fornece  à
biópsia  líquida  baseada  em  biomarcadores  plasmáticos  de  miRNA a  oportunidade  de
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aprimorar  o  rastreamento  do  câncer  de  mama,  em  associação  com  outros  métodos
atualmente  disponíveis,  de  forma  minimamente  invasiva,  além  de  auxiliar  a  triagem  de
recidivas  do câncer  de mama na prática clínica (BERTOLI;  CAVA;  CASTIGLIONI,  2015;
ZUBOR et  al.,  2019).  A Tabela 2 contextualiza os miRNAs associados à abordagem de
rastreamento do câncer de mama.
Tabela 2 – miRNAs circulantes associados ao rastreamento do câncer de mama.
Expressão no câncer de mama miRNAs
Expressos
miR-15a, miR-18a, miR-107, miR-425, miR-155, miR-1,
miR-133a,  miR-133b,  miR-92a,  miR-148b,  miR-376c,
miR-409-3p, miR-801, miR-16, miR-21, miR-451, miR-
222, miR-127, miR-376a, miR-652, miR-484, miR-1246,
miR-1307,  miR-  6821,  miR-181b,  miR-24,  miR-505,
miR-125,  miR-96,  miR-195,  miR-199a,  let-7a,  miR-
106a, miR-182, miR-25 e miR-324 
Silenciados
miR-139-5p,  miR-143,  miR-145,  miR-365,  miR-145,
miR-4634, miR-6875, miR-126, miR-335 e let-7c 
FONTE: Adaptado de ZUBOR et al., 2019.
3.4.2 Perfis de miRNAs circulantes relacionados aos subtipos moleculares do
câncer de mama
A positividade  de  receptores  hormonais  e  da  via  de  sinalização  de  estrogênio
demonstram uma função importante na carcinogênese, progressão da doença e resposta ao
tratamento e tanto os miRNAs específicos de tecido quanto os circulantes não refletem o
estado endócrino do tumor (ZUBOR et al., 2019).
Demonstrou-se que o padrão de miRNas presentes no soro é dependente do estado
endócrino da massa tumoral e podem ser expressos diferencialmente no soro de mulheres
com câncer de mama com sensibilidade hormonal, quando comparado ao soro de mulheres
com câncer de mama insensível a hormônios, como é o exemplo do miR-21 e miR-155. A
concentração sérica diminuída desses marcadores relacionou-se com a positividade do PR
(ZHU et al., 2009).
Em  contraponto,  a  concentração  de  níveis  de  miR-182  esteve  significativamente
aumentada em pacientes com câncer de mama PR+ e, levando isto em conta, o miR-155 e
o miR-182 foram propostos como marcadores plasmáticos do subtipo Luminal do câncer de
mama (WANG et al., 2013).
Um estudo de validação propiciou uma perspectiva mais extensa do perfil molecular
subjacente do subtipo Luminal A do câncer de mama, selecionando 10 dos 76 miRNAs
desregulados detectados inicialmente, para uma análise mais aprofundada, sendo estes, os
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miR-19b, miR-29a, miR-93, miR-181a, miR-182, miR-223, miR-301a, miR-423-5p, miR-486-
5 e miR-652. Os biomarcadores em potencial foram confirmados por RT-qPCR para quatro
miRNAs  (miR-29a,  miR-181a,  miR-223  e  miR-652)  e  por  regressão  logística  para  três
miRNAs (miR-29a, miR-181 e miR-652). A combinação desses três miRNAs pode diferenciar
pacientes  oncológicos  de  controles  de  forma  confiável,  e  o  perfil  de  expressão  desses
marcadores no plasma, quando combinados à mamografia, podem apresentar o potencial
para facilitar a detecção específica do subtipo do câncer de mama (MCDERMOTT et al.,
2014).
Como no subtipo Luminal, os níveis plasmáticos dos miRNAs miR-130a, miR-146a e
miR-373 deferenciaram-se entre os tumores HER2+ e HER2- (EICHELSER et  al.,  2013;
STÜCKRATH et al., 2015; SWELLAM et al., 2018).
O potencial de diferenciação dos miRNAs para o rastreamento baseado em plasma
também foi demonstrado para o TNBC. Mishra  et al. (2015) declararam o miR-195-5p e o
miR-495 como marcadores moleculares circulantes prospectivos substitutos para detecção
precoce tanto do TNBC quanto do subtipo Luminal.
Adicionalmente,  os  outros  miRNAs  circulantes  (miR-16,  miR-21  e  miR-199a-5p)
provaram esse conceito, evidenciando que estes não foram expressos quando comparados
ao câncer de mama não TNBC. Além disso, a expressão plasmática de miR-199a-5p no
TNBC diferenciou-se significativamente em níveis  pré-  e pós-operatórios,  e os níveis  de
expressão associaram-se com o estadiamento da doença. Estes resultados sugerem que o
miR-199a-5p é um marcador específico do TNBC de valor diagnóstico e forte insight para a
terapia  direcionada  durante  o  tratamento  do  TNBC  (SHIN  et  al.,  2015).  Esses  dados
reafirmam o potencial  dos miRNAs como biomarcadores não invasivos para a triagem e
manejo do câncer de mama (ZUBOR et al., 2019).
Ademais,  Zhu  et  al.  (2009)  ressaltaram  a  estabilidade  de  miRNAs  como
biomarcadores,  por  meio  da  avaliação  da  expressão  diferenciada  nas  amostras  de
pacientes, até mesmo para amostras conservadas há 10 anos.
A sensibilidade de 74% e especificidade de 65,5% do miRNA-30a no diagnóstico do
câncer de mama foi demonstrada por Zhang et al. (2016), sobrepondo a sensibilidade dos
marcadores tumorais convencionais CEA e CA153, que são de 12 e 14%, respectivamente.
O rastreamento do câncer de mama baseado em miRNAs, assim como, a predição
da doença,  é extremamente valioso para o manejo clínico da neoplasia e também para
pacientes com um risco genético aumentado para o desenvolvimento da doença (ZUBOR et
al., 2019).
Com o intuito de identificar um marcador prognóstico em mulheres assintomáticas
sem o diagnóstico de câncer de mama, porém que apresentam fatores preditivos de alto
risco  para  o  desenvolvimento  da  doença,  Taslim et  al.  (2016)  analisaram  a  expressão
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genômica de um modelo de expressão do 41 miRNAs no tecido mamário em mulheres que
não apresentaram tumores, tanto enquadradas na estratificação de baixo risco quanto de
alto risco, e a análise revelou miRNAs correlacionados ao alto risco de desenvolvimento do
câncer de mama. Além disso, foi relatado que a concentração alterada ou desarranjada de
miRNAs selecionados no soro levou ao desenvolvimento do câncer de mama dentre essas
mulheres nos 18 meses seguintes.
Estes  resultados  sinalizam  que  os  miRNAs  em  mulheres  assintomáticas  para  o
câncer de mama podem ser úteis para predição do risco de desenvolvimento da doença e
como marcador complementar para a detecção precoce do câncer de mama em programas
de rastreamento dentre pacientes que já desenvolveram câncer (ZUBOR et al., 2019).
3.4.3 Limitações dos biomarcadores de miRNA
Existem várias limitações relacionadas aos biomarcadores de miRNAs circulantes
candidatos para o câncer de mama e, até agora, alguns estudos têm focado em miRNAs
selecionados que poderiam ser aplicados como biomarcadores preditivos ou de prognóstico
e  faz-se  necessário  enumerar  que  certos  níveis  de  potenciais  marcadores  de  miRNA
ocorrem tanto no plasma de indivíduos saudáveis quanto no de pacientes e, portanto, as
alterações dentre os controles e pacientes são geralmente bastante baixas (WANG et al.,
2018).
A  origem  dos  miRNAs  como  biomarcadores  para  biópsia  líquida  parcial  pode
influenciar  a eficácia desse método diagnóstico não invasivo,  já  que é conhecido que a
maior parte dos miRNAs presentes no plasma se encontram compactados em vesículas
extracelulares, como as macrovesículas ou os exossomos (LIU et al., 2019).
Variados estudos analisaram diferentes perfis de expressão de miRNAs no plasma,
soro  e  sangue  periférico  de  pacientes  com câncer  de  mama comparados  a  indivíduos
saudáveis (WANG et al., 2018; EICHELSER et al., 2014).
Os achados sugerem a importância  fundamental  da seleção de metodologias  de
amostragem próprias para a quantificação dos miRNAs circulantes, além de que os miRNAs
isolados como biomarcadores diagnósticos e prognósticos têm certas limitações, as quais
incluem a especificidade e sensibilidade. Os níveis de miRNA podem também se sobrepor
entre pacientes e controles saudáveis, levando à geração de resultados falsos positivos ou
falsos negativos (FILIPÓW; ŁACZMAŃSKI, 2019).
Atualmente, esses estudos são um campo ativo da pesquisa oncológica devido à
necessidade de evidenciar o contexto biológico dos miRNAs nos fluidos corporais.  Aliás,
embora inúmeros miRNAs tenham sido identificados como biomarcadores isolados ou em
perfis de miRNAs em vários estudos, muitos artigos diferem acerca das opiniões sobre os
miRNAs  detectados.  A razão  para  isso  provavelmente  se  relaciona  à  variabilidade  de
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desenvolvimento dos estudos, critérios da coorte, metodologias de isolamento e detecção e,
por fim, metodologias de análises de dados (NASSAR; NASR; TALHOUK, 2017).
Diante  dessas  discrepâncias,  urge  a  necessidade  de  padronizar  ensaios  para
detecção  e  quantificação  de  miRNAs,  com  controles  apropriados  para  normalização.
Existem  métodos  genômicos  e  proteômicos  efetivos  extensivamente  utilizados  para
determinação  de  biomarcadores  circulantes  do  câncer  de  mama.  Entretanto,  eles  têm
recursos limitados de multiplexação, compreendendo muitas etapas, além de serem de alto
custo e que tomam um longo espaço de tempo exigindo, também, pessoal qualificado, o que
acaba  limitando  significativamente  a  sua  aplicabilidade  para  o  diagnóstico  de  casos
(CAMPUZANO; PEDRERO; PINGARRÓN, 2017).
Portanto, há uma necessidade urgente de desenvolvimento de ferramentas portáteis,
de  fácil  manuseio,  econômicas  e  quantitativas,  para  determinação  confiável  de
biomarcadores  circulantes  em  diferentes  níveis  moleculares.  Esses  métodos  análiticos
devem ser  posteriormente  implementadas  em contextos  descentralizados  e  de  recursos
limitados  para,  então,  facilitar  o  desenvolvimento  de  painéis  de  miRNAs  circulantes
específicos para o câncer de mama, assim como, seus graus tumorais, predição de resposta
ao  tratamento,  recorrência  e  sobrevida  do  paciente,  que,  em  combinação  com  outros
biomarcadores  detectáveis  em  biópsias  líquidas  podem  aumentar  a  sensibilidade  e  a
especificidade do diagnóstico do câncer de mama. Da mesma forma, mais estudos são
necessários  para  estabelecer  a  viabilidade  dessas  aplicações  entre  os  subgrupos  de
pacientes (ZUBOR et al., 2019).
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS
O  diagnóstico  precoce  é  fundamental  para  pacientes  com  doenças  neoplásicas,
tendo  em  vista  que  o  sucesso  terapêutico  e  a  remissão  da  doença  estão  atrelados  à
detecção da doença em estágio inicial, o que se aplica de forma geral à todas as neoplasias,
logo,  o  desenvolvimento  de  novos  métodos  diagnósticos  não  invasivos  que  auxiliem  e
facilitem a detecção precoce dessas doenças se mostram imprescindíveis. 
Também  faz-se  necessário  notar  que  os  métodos  diagnósticos  atualmente
disponíveis para o diagnóstico do câncer de mama apresentam certas limitações, ainda que  
as  abordagens  atuais  demonstrarem  eficácia  no  rastreamento  precoce  da  doença,  a
mamografia ainda oferece riscos decorrentes da exposição à radiação ionizante, além de
ser um exame desconfortável e com probabilidades de resultados falsos positivos e falsos
negativos.
Outro ponto fundamental para o desenvolvimento de novos marcadores, é o fato de
que  a  mamografia  tem  sua  eficácia  comprovada  para  pacientes  acima  de  40  anos,
restabelecendo a necessidade de marcadores sensíveis para rastrear o câncer de mama em
pacientes jovens, sobretudo nas pacientes com histórico familiar de câncer de mama, devido
ao risco de câncer radioinduzido pela realização da mamografia nestas pacientes.
Diante do exposto, o desenvolvimento de novas metodologias complementares aos
métodos diagnósticos atualmente disponíveis seriam o ideal para o futuro do diagnóstico
precoce do câncer de mama, considerando os riscos e limitações atreladas aos métodos
atuais.
Com isso, ao se observar o papel fundamental dos eventos epigenéticos envolvidos
na carcinogênese mamária, ressalta-se o quanto essas alterações representam potenciais
biomarcadores  promissores  para  detecção  precoce  da  neoplasia  de  mama,  destacando
principalmente os biomarcadores de miRNAs circulantes, os quais têm sido cada vez mais
estudados como potenciais biomarcadores para o diagnóstico precoce de inúmeros tipos de
câncer.
Mais  estudos  centrados  nas  concentrações  de  miRNAs  circulantes  no  sangue
periféricos de pacientes com câncer de mama em comparação a controles saudáveis, assim
como estudos direcionados à verificação perfis de miRNAs relacionados aos respectivos
subtipos do câncer de mama, se mostram fundamentais, em conjunto com as condições de
padronização necessárias, para a validação adequada desses marcadores.
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